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<ST> Zusammenfassung: Verwendung von der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) und/oder von Fragmenten des N-tenm- 
Sn TeTdTcPS 1 aus Korperflussigkeiten oder Korpergeweben als Markerpeptide zum diagnostischen Nachwe* und fur <he 
iJS-M sowie die VeTaufskontrolle von EntzUndungen und Infektionen, einschliesslich Sepsis sow,e von ^"""H*" 
^Z^ZZTsLm^ers.gens oder fur Bestimmungen im Zusammenhang mit entzundlichen und anderen Lebererkrankun- 
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VERWENDUNGEN DER CARBAMOYLPHOS PHAT SYNTHESE 1 (CPS 1) UND IHRER FRAGMENTE FUR 
DIE DIAGNOSE VON ENTZUNDUNGSERKRANKUNGEN UND SEPSIS 



Die vorliegende Erfindung betrifft Verwendungen des Enzyms 
Carbamoylphosphat Synthetase 1 (E. C . 6.3.4.16, nachfolgend 
stets abgekiirzt CPS 1) und neuer Fragmente davon fiir die 
medizinische Diagnostik von Entziindungserkrankungen und 
Sepsis. Sie beruht auf dem erstmaligen Nachweis des Auf- 
tretens von Fragmenten der CPS 1 in Lebergewebe von Prima- 
ten, bei denen experimentell durch Toxinverabreichunge eine 
Sepsis bzw. systemische Entzundung erzeugt worden war, sowie 
auf dem anschlieSenden Nachweis stark erhohter Konzentratio- 
nen von CPS 1 in der Zirkulation von Sepsispatienten. 

Die vorliegende Erfindung hat ihren Ursprung in intensiven 
Forschungsarbeiten der Anmelderin im Zusatnmenhang mit weite- 
ren Verbesserungen der Diagnose und Therapie von Entzundun- 
gen und Infektionen, insbesondere von Entziindungen in- 
fektioser Atiologie und Sepsis. 

Als Entzundungen (Inf lammationen) werden ganz allgemein 
bestimmte physiologische Reaktionen eines Organismus auf 
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versehiedenartige auSere Einwirkungen wis ,.B V«X«t»»B». 
Verbrennungen, Allergene. Infektionen durch Mxkroorganxsmen 
wie Bakterien und Pilze and viren, au£ Frerodgewebe , dxe 
' AbstoEungsreaktionen ausiasen, odar auf bastimmta entzun- 
dungsauslosende andogana Zustande das Korpers, z.B bex 

Autoxm^unerkrankungen und Krebs, bezeichnet. Entzundungen 
1 als harass. Ideal begrenzte Peaktionen das Korpers 

auftreten, sind jadoch auch typischa Merkmale zahlrexcher 

emster chronisoher und akuter Erkrankungen von exnzelnen 

Gawaban, Organan, Organ- und Gewebstexlen. 

Lokale Entzundungan sind dabei meiet Tail der gesunden 
I^unreaktion des KSrpers auf schadliohe Exnwxrkungen. und 
darait Tail das lebenserhaltenden Abwebrmechanxs^us das 
Organises. Wann Entzundungan jadoch Taxi exner fahlgelexta 
trLaktion das KSrpers auf besti^te andogana Vorgange wxa 
z B bei Autoiromunerkrankungen sind und/odar ohronxsohar 
Natur sind, odar wenn sia systemische AusmaSe arraichan, wxa 
"sy tlsoben Xnf la^ationssyndro™ (Syste.io Infla^ato- 
Z Response Syndrom, SIRS) odar bai einar auf 
ursachen zuruekzuf uhrenden schweren Sapsis, garatan dxe fur 
Entzundungsreaktionen typisohen pbysiologiscben Vorganga 
auSar Kontrolle und wardan zum eigantlichan. haufxg lebens- 
bedrohliohen Krankheitsgeschehen. 

Es ist hauta bakannt, dass die Entstahung und der Variant 
: n antzandlicben Prozassan von ainar betracntlicben Anzabl 
von Substanzen, dia uberwiegend proteinisobar bzw.^ peptxdx 
schar Natur sind, gastauart wardan bzw. von axnam mahr Oder 
wanxger zeitlicb begrenzten Auftreten besti^ter Bxorcolekule 
beg fitet sind. Zu den an Entzundungsreaktionen ^texlxgten 
endogenen Substanzen gab6ran insbesondare solche dxa zu dan 
Cytokines Madiatoren, vasoaktiven Substanzen, 
proteinen und/odar hormonallen Regulatoren gezahlt warden 
"annen. Die Entsundungsreaktion stellt eine ko^plexe pbysxo- 
io^xscba Peaktion dar, an dar sowohl das Entz,ndungsgascbe- 
Ln aktivierende endogane Substanzen (z.B. TNF-oO als auoh 
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desaktivierende Substanzen (z.B. Interleukin-10) beteiligt 
sind.' 

Bei systemischen Entzundungen wie im Palle einer Sepsis bzw. 
des septischen Schocks weiten sich die entzundungsspezif i- 
schen Reaktionskaskaden unkontrolliert auf den gesamten 
Korper aus und werden dabei, im Sinne einer uberschiefienden . 
immunantwort, lebensbedrohlich. Zu den gegenwartigen Kennt- 
nissen iiber das Auftreten und die mogliche Rolle einzelner 
Gruppen endogener entzundungsspezif ischer Substanzen wird 
beispielsweise verwiesen auf A.Beishuizen, et al . , "Endoge- 
nous Mediators in Sepsis and Septic Shock", Advances in 
Clinical Chemistry, Vol.33, 1999, 55-131; undC.Gabay, et 
al "Acute Phase Proteins and Other Systemic Responses to 
inflammation", The New England Journal of Medicine, Vol.340, 
No 6, 1999, 448-454. Da sich das Verstandnis von Sepsxs und 
verwandten systemischen entzundlichen Erkrankungen, und 
damit auch die anerkannten Def initionen, in den letzten 
Jahren gewandelt haben, wird auSerdem verwiesen auf K. Rein- 
hart et al., "Sepsis und septischer Schock" , in: Intensxv- 
medizin, Georg Thieme Verlag, Stuttgart .New York, 2001, 756- 
760; wo eine moderne Definition des Sepsis-Begrif f es gegeben 
wird im Rahmen der vorliegenden Anmeldung werden die Be- 
griffe Sepsis bzw. entzundliche Erkrankungen in Anlehnung an 
die Def initionen verwendet, wie sie den genannten drei 
Literaturstellen entnommen werden konnen. 

Wahrend wenigstens im europaischen Raum die durch eine 
positive Blutkultur nachweisbare systemische bakterxelle 
infektion lange den Sepsisbegrif f pragte, wird die Sepsis 
heute in erster Linie als systemische Entzundung verstanden, 
die infektiose Ursachen hat, als Krankheitsgeschehen jedoch 
grofie Ahnlichkeiten mit systemischen Entzundungen aufwerst, 
die durch andere Ursachen ausgelost werden. Dem genannten 
Wandel des Sepsis-Verstandnisses entsprechen Veranderungen 
der diagnostischen Ansatze. So wurde der direkte Nachwexs 
bakterieller Erreger durch komplexe Uberwachungen physxolo- 
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giacber Parameter und in jungerer Zeit insbesondere aucb 
durch den Nachweis bestimmter am Sepsisgesohehen bzw. am 
Entzundungegesehehen betexligter endoganer Subatanzen, d.h. 
spezifiseher "Biomarker", arsatzt bzw. erganzt. 

von dar groSen Zahl von Madiatoran und Akutphasenproteinen. 
von denen man waiS, dass sie an einem Entzundungsgesehehen 
beteiligt Bind, aignen sich dabai fur diagnostische Zwecke 
inabasondara solche, deren Auftreten sahr spezifxsch 
entzundliche Brkrankungen bzw. baatimmta Phasen - n «undlx- 
oher Brkrankungan iat, deren Konzentrationen sxcb drastxscb 
und diagnostiach signif ikant verandern und dxe auSerdem dxe 
fur Routinebestimmungen arf ordarlichan Stabilitaten auf- 
waxsen und hohe Konzentrationawerte arraiohan. Pur dxagno- 
stiscbe Zweoke steht dabai dia zuveriasaiga Korrelatxon von 
Krankheitsgescbeben (Entzundung, Sapaia) mit dem .ewexlxgen 
Biomarker im Vordergrund, ohne dass dessen Rolle xn der 
komplexen Kaakade dar am Entzundungsgesehehen betexlxgten 
endogenen Substanzen bekannt aein muaa . 

Eine derartige ale Sepsis-Biomarker besonders ga^mt, 
endogana Substanz ist Prooaleitonxn. Procaloxtonxn xst exn 
Prohormon, dessen Serum-Konzentrationen unter den Bedxngun- 
gan ainar aystemisehen Entzundung infektioser Atxologxe 
(Sapaia, air hohe Werte erreiehen, w & hrend es bax Gesunden 
L gut wie niobt naobweiabar iat. Hobe Warta an Procalcxto- 
nxn^ardan auSardem in einem relativ fruhen Stadxum axner 
sapais erreioht, so dasa aioh die Beatimmung von Procal- 
citonin auch zur Eruherkennung einar Sepais und zur fruhen 
Unterscheidung einer infekti6s bedingten Sepsxs von sehweren 
Bntztadungen, die auf anderen Ursaehen baruhen exgnet^ Dxe 
Beatimmung von Prooaloitonin als Sepaiamarker xst Gegenstand 
der Ver6ffentlichung M.Aesicot, at al . , "High serum prooal- 
oitonin oonoentrations in patianta with aepsis and 
txon", Tbe Laneet, vol.341, No.8844, 1993, 515-518 -und dar 
Patente DE 42 27 454 C2 bzw. EP 0 656 121 Bl bzw. OS 
S 639,617. Auf die genannten Patente und in der genannten 
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Veroffentlicbung angefubrte frubere Literaturstellen wird 
^BrS™ der vorliegenden Bescbreibung ausdruCl.cn 
Bezug genommen. 

• „ «tabarkeit des Sepsismarkers Procaloitonin hat der 

122^. ^geben, und es 

rtiq intensive anstrengungen — », weitere Bxomar- 
wartrg intense procalcit onin-Bestim m ung ergansen 

Lin und odertsat.icbe Inf or— * 

Fei ndiagnostik b, W . fSr^r^^^ 
m 6gen. Erschwert wxrd die Suche nacn p 

S epsis-Bio m arkern allerdings bzw Lr die 

sind, bekannt ist . 

Die Kr^isse der e^enteXXe, 

baren rein hypothetischen Ansatzes zur * 

nf«tiellor Sepsismarker finden sxch in DE 198 47 69 
potentie-Lier s« P dass bei Sepsis nxcht 

ran nn/9243 9 Dort wird gezeigt , class oex 
r die —Lion des — ons -eaicitonin^t 

Ut. sondes aucb fur andere ^^'.^^-t,.- 

• Anstieq der Konzentratxonen der verscme 
^staLen bei Sepsis weiterbin weitgebend ungeklart. 

In d er vorliegenden ^eXdung 

re n frucbtbaren, rein ^^^"^TscLn Biomole- 

rsrsr^s - - —for im 

„nb ang m it syste^scben --^^ worden . 
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, .^ ot . w-i-rd wie dann, wenn es Vorlaufer 
die aleiche Weise gebildet wira, wie <aa ^ 

£ta L Har»n Calcitonin ist. So wurden hoha Prooalcxtonrn- 
spiegel auob bei Patienten beobaobtet, denen die Sebrlddruse 
antfemt worden war. Deshalb kann dia Sobilddruse nxobt 
dasjenige Organ sain, in dam Prooaloitonin ber Sepsxs gebrl- 
dat bzw. ausgesohuttet wird. In dan Verof f entlrohungen 
H Radl et al., "Prooaloitonin release pattarns m a baboon 
mo del of trauma and sepsis: Relationship to oytoki - and 
neoptarin", Crit Care Med 2000, Vol.28. No.ll, 3659-3663, 
und H.Redl. et al . , "Non-Human Primate Models of Sepsrs", 
sepsis 1998,- 2:243-253; werden die Ergebnissen von experr- 
ra antellen Untersucbungen beriobtet. die der Klarung der 
Bildung von Prooaloitonin bei Sepsis drenen sollten. In den 
genannten Arbeiten wird duroh Endotoxinverabrerchung an 
Primaten (Paviane) eine kunstliohe Sepsis erzeugt, und es 
IZ bestimmt, bei weloben experimentell erzeugten Zustanden 
die hoohstan Prooaloitoninkonzentrationen im Blut errexoht 
„erdL. Eine weiterentwicklung des in den gananntan Arberten 
besohriebene Versuobstiermodells dient im Rahmen der vor- 
liegenden Anmeldung dazu, neue endogene sepsrsspezrf rsobe 
Biomarker von peptisoher bzw. proteinisoher Natur zu er- 
mi tteln. deren Auftreten fur Sepsis oder bestxmmte Pormen 
: n sepsis charakteristisoh ist und die daher 
sohe sepsisdiagnose ermoglichen. Das Prrmatenmodall wurde 
dabai aufgrund der sebr groSen Ahnlicbkeit der Pbysxologxe 
von Primaten und Mensoben und dar bohan Kreuzreaktrvrtat mrt 
IZZ tbarapeutisoben und diagnostisoben bumanen Reagenzren 
gewah.lt . 

oa die bei Entzundungen gebildeten endogenen Substanzen Tail 
dar komplexen Reaktionskaskade das Korpars srnd 
artige Substanzan auSardem nicht nur von dragnostrsohem 
intarasse. sondem as wird gagenwartig auob mit erbeblxcbem 
Aufwand versucbt, durcb Beeinf lussung der Entstebung und/- 
oder dar Konzentration einzelner derartiger Substanzen 
tberapeutisob in das Entzundungsgesohehen *™~ f ^ 
die zum Beispiel bei Sepsis beobaohteta systemxsehe Aus- 
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breitung der Entzundung moglichst fruhzeitig zu stoppen. In 
diesem Sinne sind nachweislich am Entziindungsgeschehen 
beteiligte endogene Substanzen auch als potentielle thera- 
peut ische Targets anzusehen. Trotz der b.isherigen eher 
enttauschenden Ergebnisse derartiger therapeutischer Ansatze 
besteht weiterhin ein hohes Interesse daran, bisher im 
entsprechenden Zusammenhang nicht beschriebene , moglichst 
entzundungs- bzw. sepsisspezif ische endogene Biomolekule zu 
identifizieren, die auch als therapeut ische Targets neue Er- 
folgsaussichten fur die therapeutische Sepsiskontrolle 
erof f nen. 

Die vorliegenden Erfindung beruht darauf, dass sich in 
Primaten und Menschen bei infektios bedingten Entziindungen 
in der Zirkulation deutlich erhohte Konzentrationen des 
Enzyms Carbamoylphosphat Synthetase (CPS 1) , sowie Fragmente 
davon, nachweisen lassen, und zwar im Unterschied zu unbe- 
handelten Kontrollindividuen bzw. Gesunden, bei denen diese 
nicht gefunden werden, was CPS 1 und ihre Fragmente fur die 
Entzundungsdiagnostik/Sepsisdiagnosik geeignet macht . 

Die Verwendungen in der Diagnostic die sich aufgrund des 
erstmals nachgewiesenen Auf tretens von CPS 1 und ihrer 
Fragmente bei der experimentellen Simulation von Entziindun- 
gen bzw. Sepsis sowie dem Nachweis deutlich erhohter Konzen- 
trationen von CPS l-lmmunreaktivitat in Seren von Septikern 
erof f nen, werden in allgemeiner Form in den Anspruchen 1 bis 
7 beansprucht . 

Die Anspriiche 8 bis 16 betreffen die sich aus den neuen 
Erkenntnissen ergebenden Varianten diagnostischer Verfahren 

Wie nachfolgend im experimentellen Teil noch naher ausge- 
fuhrt wird, war Ausgangspunkt der Erfindung die Feststel- 
lung, dass nach experimenteller Auslosung einer kunstlichen 
Sepsis in Pavianen durch Endotoxinverabreichung (LPS aus 
Salmonella Typhimurium) und 2D-gelektrophoretischer Auf- 
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arbeitung von Lebergewebe der behandelten Tiere eine Gruppe 
von nur bei den behandelten Tieren identif izierbaren benach- 
barten Proteinspots gefunden werden konnte. Die den Spots 
entsprechenden proteinischen Produkte mit (gelektrophore- 
tisch bestimmten) molaren Massen von ca, 68 kDa, 69 kDa und 
70 kDa ± 3 kDa wurden aus dem Elektrophoresegel isoliert, 
massenspektrometrisch untersucht und als losliche Fragmente 
von CPS 1 identif iziert . 

Anschliefcend wurde unter Verwendung eines Immunoassays, der 
die genannten Fragmente erkannte, f estgestellt , dass in der 
Zirkulation von Sepsispatienten in stark erhohten Konzen- 
trationen Bestandteile mit der Immunreaktivitat dieser 
Fragmente gefunden werden, wobei sich diese Bestandteile bei 
einer genaueren Identif izierung (u.a. Abtrennung und Moleku- 
largewichtsbestimmung) wenigstens uberwiegend als das voll- 
standige, oder wenigstens weitgehend vollstandige , Enzym CPS 
1 erwiesen. 

Bei der massenspektrometischen Analyse von drei aus dem Gel 
isolierten Proteinspots, die als solche eine relativ geringe 
Intensitat aufwiesen, durch Tandem-Massenspektrometrie 
wurden aus alien drei Proteinspots kurze, teilweise iden- 
tische Teilpeptide ("Tags") identif iziert , die sich in 
identischer Form in der Sequenz der humanen CPS 1 (SEQ ID 
NO: 6) wiederfanden, wobei die konkret identif izierten Pepti- 
de Aminosauresequenzen aus dem N-terminalen Bereich der CPS 
1 Aminosauren bis zu Position 624 des CPS 1 (SEQ ID NO: 6) 
umfaSten. 

Aufgrund der Identitat der identif izierten massenspektrome- 
trischen Fragmente mit Teilsequenzen aus dem N-terminalen 
• Teil der CPS 1 1st die Identif izierung der untersuchten 

Proteihspotss als CPS 1-Fragmente nach anerkannten Kriterien 
als eindeutig anzusehen. 



ie Identif izierung der nur nach Sepsis- bzw. Entzundungs- 
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auslosung in dem Pavian-Lebergewebe gefundenen Protexne .1. 
aus a ■ -i m^jn ^pt- CPS 1 ist von hohem 

Fragmente aus den N-terminalen Texl der CPS i x 

wissenschaftlichen, diagnostischen und therapeutxschen 



Interesse . 



Die anscblieSende Feststellung, dass in der Zxrkulatxon von 
menschlichen Sepsispatienten stark erhohte Konzentratxonen 
ainar odar ggf. mehrerer Spezies mit der Immunreaktxvxtat 
dar identxfizierten CPS l-Fragmente beobachtet werdan, dxe 
si ch jedoch als das vollstandige, odar wenigstens wesent- 
lichan vollstandiga, Enyzm CPS 1 arwiasan, das ggf. auch 
ainer besonderen solubiliaiertan Form vorli e gan kann erhoh- 
te den Wert der beschriebenen ersten Befunde noch erheblxch. 

Fta die medizinische Diagnostik spielten CPS 1 bzw^ CPS 1- 
Fragmente bisher noch keina praktische Rolle. Das Enzym CPS 
l ((E C. 6.3.4.16) selbst ist jedoch seit langem gut be- 
kannt. Es katalysiert die Umwandlung von Ammoniak, *roarbo- 
nat und 2 ATP unter Bildung von Carbamoylphosphat xm ersten 
ScLitt des Hamstoffzyklus. Es spielt dabei aucb exne Rolle 
bei der Biosynthese von Arginin, das seinerseits exn Sub- 
oei „ bai einem Endotoxxn- 

strat fur die Biosyntheae von NO, z.B. bex e "> 
schock ist (vgl . Shoko Tabuchi et al . , Regulatxon of Genes 
f or Xnducxble Nitric Oxide Synthase and Urea Cycle Enzy.es 
in Rat Kiver in Endotoxin Shock, Biochemical and Bxopnysxcal 
Learch Communications 26S. 221-224 ,2000, > CPS 1 «. : von 
dem cytosolischen Enzym CPS 2 (E.C. 2.7.2.5.) zu unterschex 
den, das ebenfalls eine Rolle im Hamstoffzyklus spxelt 
jedoch das substrat Olutamin verarbeitet. Es ist bekannt, 
dass CPS 1 in Mitochondrien lokalisiert 1st und im Lebarge- 
webe in dieser Porm in groSen Mengen (es macht von 2-6, des 
L aber-Gesamtproteins aus, vorkommt. Seine ^^TI^ 
(SEQ ID NO: 6) und genetische Lokalisierung xst sext langem 
bekannt (vgl. Haraguchi Y. et al. Cloning and f *. 

cDNA encoding human carbamyl phosphate synthetase I, molecu 
lar analysis of hyperammonemia. Gene 1991, Nov. 1; 107 (2). 
335-340) . Zu seiner physiologischen Rolle kann verwxesen 
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f rom substrate to produ <£^£ Lite ratur, sowie die 
(1999) 507-522 und dxe darin reterxer Enzvme - 
I i.ituna der Verof f entlichung Mikiko Ozakx et al . , Enzyme 
Exnlextung der Ve Carb amoylphosphate Synthetase 

Linked Immunosorbent Assay or jr 

I- Plasma Enzyme in Rat Experimental Hepatxtxs and Its 
Clearance, Enzyme Protein 1994, 95:48:213-221. 

i ion nit wird in Rattenlebern 

, w n«« (Proteins) beobachtet . GemaS Li Yxn et al . , 
des Enzyms (Proteins; u r-Mtitutive 
Participation of different oell types xn the ^stxtutx 
Partxcxp periportal injury xnduced by 

response of the rat xx^e * ^1-497-507, laSt 

allyl alcohol, Journal of ^ ^ Bto . 

si ch bei einer -*~ SCh ^^ Hepatocy- 
loQischen Untersuchungen nach drex Tagen xn a 
logis^uc pvnvposion beobachten. 

ten eine Steigerung der CPS 1-Expressxon d 

, nf ri^oo sich im Rattenmodell bei 

" 'T^^ t antl!^^ CPS X IgG aus — 1 , und 
"T a r*B h nacn der Benandlung It de m Hepatitis-au B 16sen- 
Z war 24-48 h nacb a mxAsn wSlh rend der akuten 

^S^r^^TS ™— -t .olaren Maaaen 
Hepatitis aucn z . nShere Charakterisie- 

von ca. 140 und 125 kDa chne sonstige nahe 
rung (Seguenzzuordnung) erkennbar. wahrend bei 

wi,M-l-ina-Analyse in humanen Autopsie-Proben 
tenden Immunoblottmg Anaxys. beobachtet 
keine CPS 1-Fragmente mit CPS l-Immunreaktivitat 
werden konnten (Mikiko Ozaki et al., lop. cit.) . 

< m wesentlichen vollstandiger CPS 1 und von 
Eine Eignung von i« wesentlicn Fra gmenten mit 

los licben CPS dem ,-tfrminalen 
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dungen und Sepsis bei Menschen, der in humanem Serum oder 
Plasma bestimmt werden kann, l&St sich aus den Literaturbe- 
funden nicht ableiten. 

Aufgrund der nachgewiesenen verstarkten Bildung der humanen 
CPS 1 bei Sepsis, und von Fragmenten von CPS 1 bei Pavianen 
rait einer experimentell erzeugten Sepsis, und zwar im Gegen- 
satz zu unbehandelten bzw. gesunden Patienten bzw. Tieren, 
in deren Zirkulation bzw. Lebergewebe trotz identischer Auf- 
arbeitung und Lagerung keine derartigen Fragmente nachweis- 
bar waren, eignen sich CPS 1 und ihre Fragmente fur diagno- 
stische Zwecke. Werden fur den Nachweis nach an sich bekann- 
ten immund'iagnostischen Verfahren CPS 1 und ihre Fragmente 
als Reagenzien oder zur Erzeugung bestimmter spezifischer 
Antikorper benotigt, konnen die Fragment nach Verfahren, die 
inzwischen zum Stand der Technik gehoren, synthetisch oder 
gentechnologisch als Rekombinationsprodukte hergestellt wer- 
den. 

Ferner konnen die benotigten CPS 1 -Fragmente nach bekannten 
Verfahren des modernen Standes der Technik auch zur Erzeu- 
gung spezifischer polyklonaler oder monoklonaler Antikorper 
verwendet werden, die als Hilf smittel fur die diagnostische 
Bestimmung der erf indungsgemaSen Peptide und/oder auch als 
potentie.lle therapeutische Mittel geeignet sind. Die Erzeu- 
gung geeigneter monoklonaler oder polyklonaler Antikorper 
gegen bekannte Peptid-Teilsequenzen gehort heute zum all- 
gemeinen Stand der Technik. 

Bei der Bestimmung von CPS 1 bzw. CPS 1-Fragmenten in Pa- 
tientenseren kann grundsatzlich so vorgegangen werden, wie 
das z.B. fur die selektive Procalcitoninbestimmung beschrie- 
ben ist in P . P . Ghillani , et al . , "Monoclonal antipeptide 
antibodies as tools to dissect closely related gene pro- 
ducts" , The Journal of Immunology, vol. 141, No. 9, 1988, 
3156-3163; und P. P. Ghillani, " et al . , "Identification and 
Measurement of Calcitonin Precursors in Serum of Patients 
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with Malignant Diseases", Cancer research, vol.49, No 23 
1989 6845-6851; wobei ausdrucklich erganzend auch auf dxe 
dort'beschriebenen Immunisierungstechniken verwiesen wxrd, 
die eine Moglichkeit fur die Gewinnung von monoklonalen 
Antikorpern auch gegen Teilsequenzen der CPS 1 darstellen. 
Variationen der beschriebenen Techniken und/oder weitere 
immunisierungstechniken kann der Fachmann einschlagxgen 
Standardwerken und Verof f entlichungen entnehmen und sxnn- 
gema* anwenden. Ein bevorzugter Immunoassay zur Bestxmmung 
von CPS 1 in humanen biologischen Flussigkeiten, insbesonde- 
re humanem Serum oder Plasma, wird nachfolgend, zusammen mxt 
damit gewonnenen Messergebnissen und der naheren Charak- 
terisierung des nachgewiesenen Analyten, im experimented 
Teil beschrieben. 

Als Verwendung im Sinne der vorliegenden Anmeldung 1st auch 
ei ne Verwendung von CPS 1 bzw. loslichen OPS 1-Fragmenten 
'ale Bestandteil (Reagana) eines Assaykita anzusehen, odar 
eine Verwendung zur Erzeugung von Assaykomponenten, z.B 
poly- Oder monoklonalen Antik6rpem, die z.B. in immobrlr- 
sierter und/odar markierter Form in der Regal ebenfalls rn 
Assaykits vorgesehen sind. 

Dabei 1st auoh ausdrucklich die Erzeugung von CPS 1-Antikor- 
pern unter Anwendung von Teohniken der direkten genetrschen 
immunisierung mit DNA zu erwahnen. Ea liegt im 
vorliegenden Erfindung. zur Immuniaiarung z.B. erne cDNA von 
CPS 1 oder der gewunachten CPS 1-Fragmante zu verwenden, da 
es sioh in der Vargangenheit gazeigt hat, daaa duroh der- 
artige Immunieierungstechniken das Spektrum der gewrnnbaren 
AntikSrper erweitert werden kann. 

Ea 1st zusatzlich ausdrucklich darauf hinzuweisen, daaa es 
bei der erf indungsgemaGen Beatimmung von CPS 1 odar CPS J. 
Pragmanten aus dem N-terminalan Teil der CPS 1-Sequen* 3. 
nach Assaydesign auoh dazu kommen kann, daae ggf . glerchzer- 
tig in der biologischen Flussigkeit vorhandene andere, z.B. 
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langere ISsliche CPS l-Bruchstiicke, die diase Fragmente 
enthalten. oder auch in loslicher Form vorliegende For.en 
der volls^ndigen CPS 1 (die nor^alerweise in den Mxtochon- 
ari en lokalisiert ist) b..ti«t- oder mitbestxmmt werden. 
Auch derartige Verfahren sind, im Sinne der vorlxegenden 

Brfindung, .1. erf indungsge^e verfahren zur Bestx^ung von 

CPS 1 bzw. CPS 1-Fragmenten anzusehen. 

CPS 1 gemafi SEQ ID NO : 6 Oder 16sliche Formen davon oder 
iTsliche Teiipeptide davon. z.B. solche, die eine der Texl- 
seouenzen von SEQ ID NO : 1 bis SEQ ID NO : 5 und/oder and re 

U e^en aus *» N-Terminus von CPS 1 
daraus bestehen, k6nnen somit aufgrund der vorlxegenden 
Ergebnisse als spezifische Markerpeptide (Broker, sum 
diagnostischen Nachweis und zur Verlaufskontrolle von Ent- 
z JLgen und Infektionen (insbesondere, wxe 
auch von systemischen Infektionen voro Sepsxstyp) dxenen. 

M StelXe der Bestin^ung von CPS I oder der. CPS 1-Bruch- 
"ucke oder ggf . postradiational m odif izierter Formen 
davon soli fur diagnostische Zwecke ggf. auob erne Bestxm 
m ung der zugehorigen *RNA nicht ausgeschlossen sexn^ Dxe CPS 
"-Besting kann fur diagnostische Zwecke u.^ auch xndx- 
rekt ale Bestiramung einer Enzymaktivitat, dxe der CPS 1 
Aktivitat oder der Restaktivitat der CPS I-Fragn,ente ent- 
spricht, erfolgen. 

He ist ferner moglich. die Besti^ung von CPS 1 und/oder CPS 
Lragmenten als Prognosen,arker und Marker fur dxe 
wa chung des Krankheitsverlauf s von -tzundungen xnsbesonde 
re systemischen Entzundungen, und Sepsxs xm Rahmen exner 

-a. ,„j 0 rpn Markern durchzuf uhr en . 
Kotnbinationsmessung tnit anderen MarKern 

m ^ einer Procalcitoninmessung kommt 
Neben einer Korribi nation mit einer * ■ ^ . der 

„ der Messung von CPS 1 mit der 

insbesondere erne Kombmation aer a FntZ un- 

Beet™ anderer Marker fur Sepsis und ^^Ts ^ 
dungen in Betracht, und zwar insbesondere m xt CA 19 9 , CA 
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12S S100B cder an der Regulierung von Entzundungen betei- 
ligten siOOA-Proteinen. oder mit der Bestimmung der zn den 
Slteren, nachf olgend genannten unver6f f entlichten deutschen 
Patentanmeldungen der Anmelderin beschriebenen »«*^*» 
Sepsismarker Inflammin (DE 101 IS 804.3, und CHP DE 101 31 
922 3) des Proteins LASP-1 und/oder mit der Bestrmmung von 
losliehen Cytokeratinfragmenten, insbesondere der »■»■»*"•- 
fundenen 16slichen Cytokeratin-l-Fragmente CsCYlF; , DE 101 
30 985 6) sowie der bekannten Tumormarker CYFRA-21 oder TPS 
und/oder eines Oder mehrerer der o.g. Prohormone. Auch erne 
gleichzeitige Bestimmung des bekannten Entzundungsparameters 
C-reaktives Protein (CRP) kann vorgesehen sein. Aufgrund der 
in dieser und den verwandten Anmeldungen der Anmelderrn 
beschriebenen neuen Ergebnisse ist fur die Sepsis-Fezndza- 
gnose auSerdem generell eine Kombination mit Messungen von 
bekannten oder noon auf zuf indenden Biomolekulen rn Betracht 
■ zu Ziehen, die ala gewebe- bzw. organspezif ische Entzun- 
dungsmarker geeignet sind. 

Die eigentliche CPS 1-Bestimmung kann auf irgendeine ge- 
eignete, an sich bekannte Weise erfolgen, wobei Immunoassays 
eines geeigneten Assaydesigns bevorzugt sznd. 

Bei einer bevorzugten Ausfuhrungsf orm wird die immundiagno- 
stische Bestimmung als heterogener sandwich- Immunoassay 
durchgefuhrt, bei dem einer der Antik6rper an erne belxebxge 
Festphase, beispielsweise die Wande beschichteter Testrohr- 
chen (z.B. aus Polystyrol; "Coated Tubes"; CT) oder an 
Mikrotiterplatten. zum Beispiel aus Polystyrol. oder an 
Partikel, beispielsweise Magnetpartikel immobilxsrert rst, 
wahrend der andere Antikorper einen Rest tragt, der ern 
direkt nachweisbares Label darstellt oder erne 
Verknupfung mit einem Label erm6glicht und der Detektron der 
gebildeten Sandwich-Strukturen dient. Auch erne zeztlzch 
verzogerte bzw. nachtragliche Immobilisierung unter Ver- 
wendung geeigneter Festphasen ist moglich. 
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Grundsfttzlich k&nnen alle in Assays dar beschriabanan Art 
vsrwendbaran Markierungstechniken angawandt warden, zu denen 
Markierungen mit Radioisotopen, Enzymsn, Fluorsszenz- , 
Chemolumineszenz- cder Biolumineszsnz-Labaln und dzrakt 
optisch dstektierbaren Farbmarkiarungen , wis baispzelswazsa 
Goldatoman and Farbstof f teilchan. wie sie insbasonders fur 
sog Point-of-care (POC) odar schnalltasts verwandat wardan, 
qshorsn. Dia beiden Antikorpar konnan auch im Falle hetaro- 
ganar sandwich- Immunoassays Taila ainas Nachweissystams dar 
nachfolgand im Zusammenhang mit homoganan Assays baschrxaba- 
nen Art aufweisen. 

BBliegt somit im Rahmen der vorliegenden Erfindung, das 
erfindungsgemaSe Verfahren auch als Schnelltest auszugestal- 

ten. 

pas erfindungsgamaSa Varfahran kann farnar als homoganas 
varfahran ausgastaltat wardan, bai dam dia aus dan bexdsn 
AntikSrpern und dam nachzuwaisandan CPS 1 gabildatan Sand- 
wichkomplaxa in dar flussigen Phasa suspandiart blsxban In 
ainam solchan Fall ist as bavorzugt. baida Antikorpar mxt 
Tailan ainas Nachwaissystams zu markiaran, das dann, wann 
baida Antikorpar in ainan ainzigan Sandwich integrxert 
wardan, aina Signalarzaugung odar S ignalausl6sung srmog- 
licht Darartiga Tachnikan sind insbasondara als Fluoras- 
z anzverstarkungs- odar Fluoreszenzloschungs-Nachwsisvsr- 
fahran ausgastaltbar . Bin basondaras bavorzugtas darartxges 
varfahran batrif f t dia Varwandung von paarwaisa exnzusatzan- 
dan Nachwaisraaganzian, wis sia baispielswexse beschrxeben 
aind in US-A-4 822 733, BP-B1-180 492 odar BP-Bi-539 477 und 
dam darin zitiartan Stand dar Tachnik. Sia ermoglichan exna 
Massung. dia salaktiv nur Raaktionsprodukta arfaSt. «« _ 
baida Markiarungskomponantan in ainam einzxgan Immunkomplex 
anthaltan, dirakt in dar Raaktionsmischung. Als Baxspxel zst 
auf dia untar. dan Marksn TRACE® (lima Rasolvad Amplzf zad 
cryptata Emission) bzw. KRYPTOR® angabotana Tachnologxa zu 
varwaisan, dia dia Lahran dar o.g. Anmaldungan umsatzt. 
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Der Inhalt der genannten alteren Anmeldungen der Anmelderin 
ist durch die ausdriickliche Bezugnahme auf diese Anmeldungen 
als Teil der Offenbarung der vorliegenden Anmeldung anzuse- 
hen. 

Nachfolgend wird die Auffindung und Identif izierung der CPS 
1-Fragmente, sowie die Bestimmung von Substanzen mit der 
Immunreaktivitat dieser Fragmente in der menschlichen Zirku- 
lation, die sich anschlieSend als das wenigstens im wesent- 
lichen vollstandige Enzym CPS 1 bzw. eine losliche Form 
davon erwiesen, in naheren Einzelheiten geschildert, wobei 
auf das beigefiigte Sequenzprotokoll bezug genomraen wird. Die 
Figuren zeigen: 

Fig. 1 Ansichten von 2D-Elektrophoresegelen, die einen 
Vergleich der Spotmuster von cytoplasraatischen 
Leberzellproteinen eines gesunden Pavians (A) mit 
den Leberzellproteinen eines Pavians 5h nach einer 
durch LPS-Verabreichung induzierten Sepsis (B) 
ermoglichen. Der Pfeil zeigt die Positionen der 
drei erf indungsgemaSen sepsisspezif ischen Produkte 
(CPS 1-Fragmente) an, die in Darstellung (B) durch 
einen Kreis hervorgehoben sind. 

' Fig. 2 die Ergebnisse der Messung der CPS 1- Immunreakti- 
vitat in Plasmen von gesunden Normalpersonen und 
Pat lent en mit Sepsis mit einem im experimentellen 
Teil genauer beschreibenen Immunoassay, wobei die 
.gestrichelte Linie die untere Nachwesgrenze des 
Tests anzeigt. 

Fig. 3 Western-Blot-Banden von Plasmaproben unter Ver- 

wendung von anti-CPS Antiseren. Aufgetragen wurden 
(Panel A) Proben von Normalpersonen (N1-N3) und 
Sepsispatienten (SI -S3) . Zur Detektion von CPS 1 
wurde ein Gemisch von Antiseren gegen zwei defi- 
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nierte CPS 1-Epitope (Pob. 184-199 und 245-257 der 
CPS 1 gemaS SEQ ID NO: 6) eingesetzt. Die Spezifi- 
tat der Reaktion wurde gepruft, indem in einem 
zweiten Ansatz (Panel B) die Antiseren mit einem 
UberschuS der Peptide vorinkubiert wurden, die zur 
Immunisierung bzw. Gewinnung der Antiseren einge- 
setzt worden waren. Die Positionen der Molekular- 
gewichtsmarker sind angezeigt. 

ein CPS l-lmmunchromatogramm einer Gelf iltrations- 
chromatographie von Sepsisplasma . 100 M l eines 
Sepsisplasmas wurden tiber eine Bio-Sil SEC- 
400HPLC-Saule chromatographiert. Es wurden Frak- 
tionen a 1 ml gesammelt, und die CPS 1-Immunreak- 
tivitat der einzelnen Fraktionen wurde gemessen. 
Positionen von GroSenstandards , die in einem ge- 
trennten Lauf chromatographiert wurden, sind ange- 
geben . 



EXPJBJO^ BNTELLER TEIL 

1. infektionssimulatioix durch Endotoxinverabreichung im 
Tiermodell (Paviane) . 

in Anlehnung an die mit Pavianen durchgef iihrten Versuche zur 
Stimulierung der Procalcitonin-Ausschiittung durch Endotoxr- 
ninjektionen (vgl.H.Radl. at al.. "Procalcitonin release 
patterns in a baboon model of trauma and sepsis: Rela io tt B- 
hip to cytokines and neopterin" , Crit Care Med 2000, Vol.28. 
No 11. 36S9-3S63; H.Redl, at al . , "Non-Human Primate Models 
of'sepsis", in: sepsis 1998; 2:243-253) wurden Pavianen 
(mannlich, ca. 2 Jahre alt. 27 bis 29 kg schwer) 3 ewerls 100 
ug LPS (Lipopolysaccharid aus Salmonella Typhimurrum, Be- 
zugsquelle: Sigma) pro kg KSrpergewicht intravenos verab- 
reicht. 5 bis 5,5 h nach der Injektion wurden die Here 
durch intravenose Verabreichung von 10 ml Doletal getotet . 
innerhalb von 60 min nach ihrem Exitus wurden samtlrche 
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Organe/Gewebe prapariert und durch Einfrieren in flussigem 
Stickstoff stabilisiert. 

Bei der weiteren Verarbeitung wurden Proben der einzelnen 
tiefgefrorenen Gewebe (Ig) untar Stickstof TO »t 1.5 
^ffer A (50* Tris/HCl, pH 7,1, 100* Ml. 20% Glycerol) 
ir e " t und in einem Porzellanmorser zu einem Mehi puiveri- 
siert (vgl. J.Klose, "Fractionated Extraction of Total 
Tis sue Proteins from Mousa and Human ^ ^^ mo . 
siB « in: Methods in Molecular Biology, Vol.112: 2-D Proteo 
me Analysis Protocols, Humana Prase Inc., Totowa, ») . H-dh 
iJTr alchlieGenden 1-stundigen Zentrifugation bei 100 00 
a und + 4°C wurde der erbaltene Oberstand gawonnen and brs 
zur weiteren Verarbeitung bei -80°C gelagert. 

Wei l versucbe mit dan wie oben gawonnanan Proben ergeben 
batten, dass die gr6Sten Procalcitoninmengen rn L ebergewebe 
behandeltar Tiara gefunden wird, wurde fur die Sucha nacb 
neuen sapaisspazifiscben B— .it Proteinextrakten aus 
der Pavianleber gearbeitet . 



2 . 



proteomanalyse untar Verwendung cytoplasmatischer 
Leberzellproteine von Pavianen. 



cytoplasmatische Leberzellproteinextrakte von 
gLunden Pavianen (Kontrolle, und andararsarts Pavxanen, 
danen LPS injiziart worden war, wurden im Rahman einer 
p ro taomanalysa varwendat. Bai der einlaitandan 
2D - G elelektrophorese wurde Leberextrakt , 100 „ Protean 
anthaltend, auf 9M Harnstoff , 70 mM DTT, 2% Ampholyt pH 2-4 
etgestlllt und dann mittels analytiscber 2D-Gelelektro- 
p^re e aufgatrannt. wie in ..Klosa. at al., ^o-drmensio- 
nal electropborasis of proteins: An updated protocol and 
implications for a functional analysis of tbe ^nome" • 
Electrophoresis 19*5, 16. 1034-1059; beschrieben 1st. Dxe 
hiect p , . . , n piektrophoresegel erfolg- 

Sichtbartnachung der Protexne xm 2D-Elektropn a 

te mittels Silverstaining (vgl. J . Heukeshoven , et al. f 
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"improved silver staining procedure for fast staining in 
Phast-System Development Unit. I. Staining of sodium dodecyl 
gels". Electrophoresis 198B, 9, 28-32). 

.zur Auswertung wurden die Proteinspotmuster der Proben 
unbehandelter Tieren mit den Proteinspotmustern verglichen, 
die aus Lebergewebeproben behandelter Tiere resultierten. 
Substanzen, die bei keiner Kontrollprobe, aber bei alien 
behandelten Tieren zusatzlich auftraten, wurden fur weitere 
analytische Untersuchungen selektiert . Fig. 1 zeigt einen 
Vergleich der 2D-Elektrophoresegele fur eine Kontrollprobe 
(JO und eine Probe eines behandelten Tieres (B) . wobei drei 
zusatzliche Proteinspots in (B) mit molaren Massen von oa. 
68 kDa. 69 kDA und 70 kDa (± 3 kDa) und isoelektnschen 

a n c q bzw 5 , 6 durch einen Pf eil und 
Punkten von ca. 6,0, 5,8 dzw. o,° 

einen Kreis hervorgehoben sind. 

Die i. Proteinspotmuster der analytischen 2D-Gele lek tropho^ 
rese identif izierten neuen spezifischen Proteme wurden dann 

' anschlieGend mittels praparativer 2D-Gelelektrophorese unter 
Einsatz von 350 m Protein prapariert (vgl . wiederum (10) . 

. Bei der praparativen 2D-Gelelektrophorese erfolgte die 
Farbung mittels Coomassie Brilliant Blue G250 (vgl V.Neu- 
h cff et al., "I-proved staining of proteins in polyacryla- 
mide'gels including isoelectric focusing gels with 
background at nanogram sensitivity using Coomassie Brilliant 
Blue G-250 and R-250", Electrophoresis 1988, 9, 255-262). 

Die fur die weitere Analyse vorselektierten Proteinspots. 
wurden aus dem Gel ausgeschnitten . 

Die Proteinspots wurden jeweils unter Anwendung der Methode. 
die in A.Otto, et al . , "Identification of human myocardial 
proteins separated by two-dimensional electrophoresis using 
an effective sample preparation for mass spectrometry . 
Electrophoresis 1996, 17, 1643-1650; beschrieben ist tryp- 
sinverdaut und anschlieSend massenspektroskopisch analysiert 
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und zwar unter Anwendung 

chu ngen, wie sie z.B. in G.Neubauer et al -J^" 

tro.etry and EST-database searchxng allows 

of the .ulti-protein spliceosome ^«^\£^. g 

^ ?0 1998, 46-50; J.Lingner, et al . , Reverse 
txcs vol. 20, 1998 , Sub unit of Telomera- 

Transcriptase Motifs xn the Cataiytxc cu. 

TranS P . Vo1 276 1997 , 561-567; M.Mann, et al . , 

qp" in: Science, Vol. 27b, i^'- 3 

se , i". t to annotate nucleotx- 

« - spectromew d ;:r a re!. " TRENDS in 3^^- 

cal Sciences, vol.26, x, ^uu^., 
tiert werden. 

j _^ TrV nqinverdaus aller drei Pro- 
Dabei wurden Fragmente des Trypsxnveraa 

^ nach einer ESI (ElectroSpraylonisierung) auch 

TO—spe* ~ - — ~% erwend et. D abei «,e 
"nela der Lit— - OeratebersteHers 
gearbeitet . 

3. Identifizierung von CPS 1-Fragmenten 

■ ■ rt.n Fiouren 1(A) und 1(B) gezeigt ist, finden sich in 
Wie xn den Fxguren ± mnplction 
Leberzellextrakten von Pavianen, denen exne LPS-In,ektxo 
Leberzexx Proteinspots, fur dxe 

verabreicht worden war, u.a. drex ne Marker- 1 

* rt M Gelektrophoresedaten im Verglexch nut Marker 

von ea. 68 kDa relativen position der Proteine aus 

wurden, wahrend aus der relativen von 
der ersten Dimension zugehorrge rsoelektrrsche P 
etwa 6.0, 5.8 bzw. 5,6 ermittelt wurden. d.n. 
Punkte im Bereich von ca. 5,5 bis 6,1. 

Di ese Proteine wurden wie oben erlautert massenspektrome- 
trisch analysiert . 

n ^o-r rirei trvpsinverdauten Poteine 
Aus den "Mutterspektren." der drex tryp 
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wurden je»eils einselne Fragmente ("Tags") durch Tandem- 
Massenspektroskopie identifier*. Die fur diese Fragmente 
erhaltenen Massenspektren konnten auf an S ich bekannte We.se 
rechnerisch ausgewertet warden und lieferten die folgenden 
Ergebnisse (massenspektrometrisch ist keine Unterseherdung 
z „ischen den Aminosauren Leucin (L) und Isoleucin ^ sowie 
dan Aminosauren Lysin (K) und Glutamin (Q) moglich; die 
nachfolgenden Sequent berucksichtigen daher berelts die 
Zuordnung sum bekannten Spektrum der vollstandxgen CPS 1 
gemaS SEQ ID NO: 6) : 

Proteinspot bei 70 kDa (± 3 kDa) : 

Fragment 70/1: GQNQPVDNITN (SEQ ID NO, 1) 

Fragment 70/2: NQPVLNI (SEQ ID NO:2> 

Fragment 70/3: AQTAHIVLEDGTK (SEQIDNO:3) 

Proteinspot bei 69 kDa (± 3 kDa) : 

Fragment 69/1: GQNQPVLNITN (SEQ ID NO:l) 

Fragment 69/2: TAHI (SEQ ID NO: 4) 

Proteinspot bei 68 kDa (± 3 kDa) : 

Fragment 68/1= NQPVMI (SEQ ID NO:2) 

Fragment 68/2: AFAMTNQIi.'VEK (SEQ ID NO: 5) . 

Die obigen Teilsequenzen gemaS SEQ ID NO : 1 bis SEQ ID NO: 5 
konnten als Teilsequensen der unter NioeProt Vrew of SWISS 
PROT- P31327 zu findenden Sequenz der humanen CPS 1 mrt 
einer Aminosaurekette einer Lange von 1500 Aminosauren und 
IZ* zugenSrigen reonneriseben molaren Masse (onne Beruck- 
.ichtigung evtl. posttranslationaler Modif rzxerungen) von 
164.939 kDa (SEQ ID N0:6) identif iziert werden. Es ergab 
sioh die folgenden Zuordnung der Teilpeptrde: 

SEQ ID NO:l Aminosauren 317 - 327 
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SEQ ID NO: 2 Aminosauren 319 - 325 
SEQ ID NO: 3 Aminosauren 43 - 55 
SEQ ID NO: 4 Aminosauren 45 - 48 
SEQ ID NO: 5 Aminosauren 613 - 624 

Die gefundenen Aminosauren uberspannen einen Abschnitt von 
Aminosaure 43 bis Aminosaure 624, d.h. einen wesentlichen 
.Teil des aminoterminalen Teils der CPS 1. 

Es ist erganzend darauf hinzuweisen, dass sich die gefunde- 
nen Sequenzen nicht dem verwandten cytosolischen Enzym CPS 2 
zuordnen lieSen. 

4. CPS 1-Immunreaktivitats-Bestimmungen in humanen Plasmen 
von gesunden Nonaalpersonen und Sepsispatienten 

4 . l Material und Methoden 
4.1.1. Peptidsynthesen 

Abgeleitet von der bekannten Aminosauresequenz des humanen 
CPS 1 wurden zwei Bereiche ausgewahlt (Pos. 184-199: Peptid- 
bereich 1; SEQ ID NO:7; Pos. 245-257: Pept idbereich 2; SEQ 
ID NO: 8) . Jeweils erganzt um einen N-terminalen Cystein-Rest 
wurden beide Bereiche nach Standardverf ahren als losliche 
Peptide chemisch synthetisiert , gereinigt, mittels Massen- 
spektrometrie und Reversed Phase HPLC qualitatskontrolliert 
und in Aliguots lyophilisiert (Firma JERINI AG, Berlin, 
Deutschland) . Die Amino saure sequenzen der Peptide lauten: 

Pept id PCEN17: CEFEGQPVDFVDPNKQN SEQ ID NO: 7 
Pept id PCVD14 : CVPWNHDFTKMEYD SEQ ID NO: 8 

Rekombinantes Standardmaterial wurde von der Fima InVivo 
GmbH (Hennigsdorf , Deutschland) bezogen. Es handelte sich um 
einen kruden Zellextrakt eines E. coli-Stamms, der den 
rekombinanten N-terminalen Bereich von humaner CPS 1 (Pos. 
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1-640 aus SEQ ID NO: 6), erganzt um einen N-terminalen Strep- 
tag, exprimierte. Dem Extrakt wurde eine arbitrare Konzen- 
tration an CPS 1 zugeschrieben . 

4.1.2. Konjugation und Immunisierung 

Mittels MBS ( ra -Maleimidobenzoyl-N-hydroxysuccinimid Ester) 
wurderi die o.g. Peptide PCEN17 und PCVD14 an das Trager- 
protein KLH (Keyhole limpet hemocyanin). konjugiert (s. 
Arbeitsanleitung «NHS-Esters-Maleimide Crosslinkers" Firma 
PIERCE, Rockford, IL, USA). Mit diesen Konjugaten wurden 
Schafe nach folgendem Schema immunisiert: Jedes Schaf er- 
hielt initial 100 fig Konjugat (Massenangabe bezogen auf den 
Peptid-Anteil des Konjugats) und anschlieSend 4-wochentlich 
je 50 M9 Konjugat (Massenangabe bezogen auf den Peptxd- 
Anteil des Konjugats) . Beginnend mit dem vierten Monat nach 
Beginn der Immunisierung wurden 4-wochentlich je Schaf 700 
ml Blut abgenommen und daraus durch Zentrifugation Antiserum 
gewonnen. Konjugationen, Immunisierungen und Gewinnung von 
Antiseren wurden von der Firma MicroPharm, Carmarthenshire, 
UK, durchgef uhrt . 

4.1.3. Reinigung der Antikorper 

in einem 1-Schritt Verfahren wurden aus den Antiseren, die 
beginnend mit dem vierten Monat nach der Immuniserung gewon- 
nen worden waren, die Peptid-spezif ischen Antikorper prapa- 
riert . 

Dazu wurden zunachst die Peptide PCEN17 und PCVD14 an Sulfo- 
xide Gel gekoppelt (s. Arbeitsanleitung "SulfoLink Kxt< 
Firma PIERCE, Rockford, IL, USA) . Dabei wurden zur Kopplung 
je 5 mg Peptid pro 5 ml Gel angeboten. 

Die Affinitatsreinigung von Peptid-spezif ischen Antikorpern 
aus Schaf Antiseren. gegen beide Peptide wurde wie folgt 
durchgef uhrt : 



* 
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Die Peptid-Saulen wurdan sunachat dre .a! - WechseX m lt 3 e 
10 ml Blutionspuffer (50 m« Citronensaure , P ^ 2 ' ^ 
Bindungspuffer C100 mM Natr iumphosphat , CK1* Twe . P 
gewaS cnen. 100. ml der Antiseren warden ubar J 2 
und -it dem vorhandenen Saulenmaterral ™r-.«^ 

„ ■, „,=nHtstiv mit 10 ml Bindungspuffer. aus aer t>a 

zz ° " «^ — igte flber Nacht bei r mt r era_ 

^r unter Schwann. Die Ansatse warden guantrtatrv an 
TL^aulen (NAP 25. Pharmacia, entleert) uberfuhrt . Dre 
Leersaulen ijnju- , ( tad wurde mit 250 ml 

Dur chlaufe wurden verworfen „ ascheluats « 

Bindungspuffer prcternfren. (Protemgana 

0 , 02 A28 0 nm, gewaschen. f^^"^^" x ml 
BlutionaPuf far -^^-^^ Prot eingehalt mi t - 

rrTar Bcl Ma^da (a. Arhaitaanleitung Pirma PIKRCB 
tela dar B bestimmt . Fra ktionen mit Protamkonzen- 

Rcckfcrd, IL, USA) bestrm Prot einbestimmung 

27 m g fur den anti- PCEN17 Antikorper und 33 mg fur 
anti- PCVD14 Antikorper. 



4.1.4. 



Markierung 



■ «ap 5 Gelfiltrationssaule (Pharmacia) warden 500 
Uber exne NAP-5 beinitiau , • m i 

. . tpn anti _ PCEN17 Antikorpers (b.o.) xn l mx 
^1 des gerexnxgten antx P Arbe itsanleitung 
100 mM Kalium-Phosphatpuffer ( P H 8,0) nacn 
ulgepuffert. Die Proteinkonzentationsbestx^ung der Ant, 
Korperlosung ergab einen Wert von 1.5 rag/ml. 

zur cnemilumineszenzmarkierung des Antikorpers £ 

der Antikorperx6sung .it 10 ,1 ^ 0 ^ ld ^7^~ 1 ( 

/ m l Firma HOECHST Behring) versetzt und 15 Mxnuten r> 
mg/ml; Fxrma waun Glycin 
Raumtemperatur inkubiart. Dann wurden 423 A ^ ^ 

sugesetzt und welfare 10 Minuten -^-^ ^ rationa . 
^de dar Markierungsansatz u b er erne NAP = i 

s.ula (Pharmacia, in 1 ml ^-^^^^ umga- 
phosphat, 100 mM NaCl, pH 7.4) nacn at 
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puffert und dabei von niedermolekularen Bestandterlen be- 
Seit Zur Abtrennung letter Reste niebt an Antrkorper 
g ebundenen Label, wurde eine Celf iltrations-HPBC durcbge- 

y ^ i.,,^ oat qw300) . Die Probe wurde 

fvihrt (Saule: Waters Protein Pak swjuu; u 

anfgetragen und bei einer PluSrate von 1 ml/min mrt Lauf- 

"ttel A chromatographiert . Hit einem Duchf luSpnotometer 

wurden die Wellenlangen 280 nm und 368 nm gemessen. Das 

r s o^tionsve r haltnis 368 nm/280 nm ale MaS fur den Markre- 

™rad des Antik6rpers betrug am Peak 0.10. Dre — 

ITikorper entbaltenden Fraktionen (Retentionszeit 8-10 mrn, 

An orp .„ , md in 3 m i 100 tnM Natriumphosphat, 150 mM 

wurden gesammelt und m 3 uu J-u 

NaCl, 5% Bovines Serum Albumin, 0.1% Natrrum Azrd. pH 7.4, 
gesammelt . 

4.1.5. Kopplung 

Bestrahlte 5 ml Polystyrolrohrchen (Plrma Greiner) warden^ 
mit gereinlgtem anti-PCVD14 Antikorper wre folgt ^ohrch 
tet Der Antik6rper «d= in 50 mM Tris. 100 mM NaCl pH 7.8 
„ einer Konsentration von 6.6 ,g/ml ver dunnt. ^ ^ 
Rohrohen wurden 300 dieser L6sung prpettrert. Die Rohr 
Then warden 20 Stunden bei 22-C inkubiert. Die Wsung wurde 
abgesaugb. Dann wurde jedes R6hrchen mit 4.2 ml 10 mM Natrr- 
SULt. 2, Karion PP, 0.3, Bovines Serum Alburn, P H 6.S 
befullt. Nach 20 Stunden wurde die Dosung abgesaugt^ 
SchlieGlieh warden die RShrchen in einem Vakuumtrockner 
getrocknet . 

4.2. Durchfuhrung und Auswertung des Immunoassays 
4.2.1. Assaygestaltung 

Es wurde ein Assaypuffer folgender Zusammensetzung herge- 
stellt: 

. , ,c n m M NaCl, 5% Bovines Serum Albu- 
100 mM Natriumphosphat, 150 mM Naci, s 

c.^>,=-f Trrfi 0 1% Natrium Azxa, pH /.^ 
min, 0.1% unspez. Schaf IgG, u.xo 



_r/EP03/03939 

WO 03/089933 ^JF 

- 26 - 

Als Standardmaterial diente in E. coli exprimiertes rekom- 
binantes humanes CPS 1 in Form eines kruden E. coli- 
Extrakts, enthaltend das gesamte losliche intrazellulare 
Protein. Dieser Extrakt wurde seriell in Pf erdenormal serum 

(Firma SIGMA) verdunnt : Den so hergestellten Standards 
wurden arbitrare Konzentrationen gemaE ihrer Verdiinnung 

zugeschrieben . 

4.2.2. Messung von EDTA-Plasmen von augenscheinlich 
Gesunden und von Patienten mit Sepsis. 

in die o.g. Test rohrchen wurden je 50 4 Standard bzw. Probe 
sowie 200 fil Assaypuffer pipettiert. Es wurde 18 Stunden bei 
22°C unter Schutteln inkubiert. Dann wurde 4 x mit je 1 ml 
Waschlosung (0.1% Tween 20) pro Rohrchen gewaschen. Dann 
wurde in jedes Rohrchen 200 fil Assaypuffer, enthaltend 0.5 
Millionen RLU des MA70 -markierten Tracer- Ant ikorpers , pipet- 
tiert. Es wurde zwei Stunden bei 22°C unter Schutteln inku- 
biert. Dann wurde 4 x mit je 1 ml Waschlosung (0.1% Tween 
20) pro Rohrchen gewaschen, abtropfen gelassen und die am 
Rohrchen gebundene Chemilumineszenz in einem Luminometer 
(Firma BERTHOLD, LB952T; Basisreagenzien BRAHMS AG) ver- 
messen . 

Unter Verwendung der Software MultiCalc (Spline Fit) wurde 
die Konzentration an CPS 1 Immunreaktivitat abgelesen. Die 
Ergebnisse sind in Figur 2 gezeigt. Es ist eine eindeutige 
Unterscheidung von Gesunden und Sepsispatienten zu erkennen 

5. western-Blot Analysen von Plasmen 

Zur naheren molekularen Charakterisierung der CPS 1 Immunre 
aktivitat in Sepsisplasmen wurden Proben solcher Plasmen 
mittels Western-Blot analysiert: 



5.1. Gelherstellung 
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Es wurde ein 7,5%iges SDS-Trenngel fur eine PROTEAN II xi 
Cell (Fa. BIO-RAD) gemaS Anleitung Fa. Bio-Rad gegossen: 

il.25 ml 1 M Tris pH 8,8 leitn4# a ,,q.i) F a Biorad 

+ 7,5 ml 30% Acrylamid/ Bisacrylamxd (29.1), *a. 

+ 10,79 ml Milli-Q-Wasser 

+ 300 fll 10% SDS 

+ 150 fll 10% APS 

+ 15 111 TEMED 

Nach Uberschichtung mit Wasser und Polymerisation wurde ein 
5%iges SDS-Sammelgel wie folgt gegossen: 

I'V.sf* ^ofi^lamid/ Bisaorylamid (29:1), Fa. Biorad 
+ 7.26 ml Milli-Q-Wasser 
+ 100 fll 10% SDS 
+ 50 fll 10% APS 
+ 10 |ll TEMED 

5 ml Sammelgellosung warden auf das Trenngel pipettiert, der 
Kamm eingesteckt und polymerisieren gelassen. 



5.2. 



Gelelektrophorese 



Je 5 fil von EDTA-Plasmaproben von drei gesunden Kontroll- 
personen sowie von drei Sepsispatienten wurden mit 20 M l 
PBS, 2.5 „1 Glycerin und 5 M l Cracking buffer (120 mM Trxs/- 
HC1 P H 6 4, 2% SDS, 20% Glycerin, 20% S-Mercaptoethanol , 
0 002% Bromphenolblau) versetzt und 10 min bei 90°C xnku- 
biert, dann aufgetragen. Als Molekulargewichtsmarker wurden 
10 ,1 Rainbow Marker RPN 756 (Fa. Pharmacia) aufgetragen. 

Als -Rammer wurde eine PROTEAN II xi Cell (Fa. BTO-RAD) 
verwendet. Elektrophoresepuf f er war: 25 mM Trxs/HCl, 90 mM 
Glycin, 0.1% SDS, P H 8.6. Die Elektrophoresebedingungen 
waren: 45 min bei 46V/16 mA, 30 min bei 120 V/50 mA, 150 
min bei 150V/56 mA, 90 min bei 190 V/45 mA. 



5.3. Blot 
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a*>+ mM Tris, 192 mM Glycin, 

-, puffer wurde verwendet : 25 mM ixj.&» 

Als Blot-Puffer wu Blot folie war Nitrozellulose- 

1% SDS, 20 % Methanol, P H 8,3 Blotto & 
blotfolie Protran BA83, 13 x 13 cm (Pa. Sch 
Schuell) - Die Blot-Apparatur war exn Semx-Dry Blotter 

(Modell Pegasus von Fa. Phase) . 

: Das Ge l wurde x. min - ^tS^^^-" 

5 4. immunreaktion: 

^ <„ 15 n .1 PBS-Tween- Protein Losung (PBS, 
Die Blotfolie wurde rn 150 ml PB Nach( _ 

i c s- rsa SO ng/ml unspez. Maus ±gui 
0.3% Tween, 1.5 « BSA, 50 ^den 
bei 4 -C unter Schutteln abgesattxgt . antiserum 
dann je 30 ,1 Sonar anti- PCEN17 ^ , h 

(Herst ellung der -en,^ ^ ^ 

bel Kaumtemperatur unter 4 x ^ min in je 

wurde dekantiert, und dxe Blotfoli- ge waschen. 

„„ i otq Tween-Protein Losung unter schuttexn y 
300ml * ^tikarper zugegeben: 30 ,1 mono- 

Da nn wurde der IgG _ al kali S che Phosphatase Konjugat 

klonaler Maus antx-Sehaf Ig PBS - T ween-Protein 
(Fa . Sigma, AB062, . ^^J^^ bei Raum temperatur 

L4 sung. KB wurde " ™« ^^f^lO min mit 150 ml PBS- 
inkubiert. Dann wurde dekantrert Dam ^ 

Tween-Protein Losung unter «^ * m 



Es wurde Substrat-bosung wie -^ff: 1 "^ 1 ! HaCl. 50 
Entwicklungspuffer (100 mM Trxs/HCl (5 _ BroTno _ 4 

„gC12, ♦ 350 ,1 einer L6sung von 50 mg BCIP 
chlo ro-3 lndol y l - r te ^ S ^ P r l o 100. ^ 

Dimethyl f ormamid . 
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Die Substratlosung wurde auf die Blotfolie gegeben. Nach 5 
Minuten wurde die Farbreaktion durch Waschen der Blotfolie 
in Wasser beendet. Die Ergebnisse sind in Figur 3 (Panel A) 
gezeigt . 

in einem parallelen Ansatz waren zu der Losung mit den 
primaren Antiseren (Schaf anti- PCEN17 bzw. anti-PCVD14 
Antiserum) die entsprechenden immunogenen Peptide PCEN17 und 
PCVD14 in einer Endkonzentration von je 2 fig /ml zugegeben 
und 30 min vorinkubiert worden. Die Ergebnisse sind in Figur 
3 (Panel B) gezeigt, wobei auf die Legende zu dieser Figur 3 
ausdrucklich Bezug genommen wird. 

6. Gelfiltrations-HPLC von Sepsis-Plasma 

Zur Ermittlung des apparenten Molekulargewichts der CPS 1 
Immunreaktivitat aus Sepsis-Plasma in Losung wurde ein 
solches Plasma viber eine Gelfiltrations-HPLC fraktioniert 
und die CPS1 Immunreaktivitat in den Fraktionen gemessen. 
Kalibriert wurde die Saule durch eine separate Chromatogra- 
phie von Standards (Bio-Rad-Standard: Cat. No. 151-1901). Es 
wurde eine Bio-Sil SEC-400 Saule (7,8x300mm Ser -No . 415949 ) 
der Firma Bio-Rad verwendet . Laufmittel war 300 mM Kalium- 
phosphat, 0.1% NaN 3 , P H 7.0. Vom Sepsis-Plasma wurden 100 pi 
chromatographiert , es wurden Fraktionen a 1 ml gesammelt, 
und je 50 Ml davon im Immunoassay vermessen (Durchf uhrung 
s.o.). Die erhaltenen Ergebnisse (Reaktivitat/Fraktion) sind 
in Figur 4 dargestellt, wobei auf die Legende zu dieser 
Figur 4 ausdrucklich Bezug genommen wird. 

Die Ergebnisse der" Messungen der CPS 1- Immunreaktivitat ^ in 
Humanplasmen bzw. der Untersuchungen zur Spezies, die fiir 
die beobachtete Immunreaktivitat verantwortlich war, lassen 
sich wie folgt zusammenf assen: 

Mittels' des beschriebenen Sandwichimmunoassays wurde ge- 
zeigt, daS Plasmen von Sepsispatienten stark erhohte Konzen- 
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trationen von CPS 1 Immunreaktivitat aufweisen, wahrend in 
Plasmen von Gesunden CPS 1 nicht zu detektieren war (Fig. 



2) 



Bei der in Sepsisplasmen zirkulierenden CPS 1- Immunreaktivi- 
tat handelt es sich offenbar im wesentlichen urn das intakte 
Enzym CPS 1 bzw. eine Form davon mit erhohter Loslichkeit: 

Drei untersuchte Sepsisplasmen zeigten im Western-Blot eine 
spezifische CPS-Bande bei ca. 150 kDa (Fig- 3). Das ent- 
spricht etwa dem fur das intakte CPS 1, auf Basis der be- 
kannten Aminosauresequenz , errechneten Molekulargewicht von 
rund 160 kDa. 

Die Gelfiltrations-HPLC zeigte, da* die CPS 1- Immunreaktivi- 
tat des untersuchten Sep sis -Plasmas in Losung ein Molekular- 
gewicht von ca. 200 kDa (+/- 50 kDa) aufweist (Fig. 4) . 

Die Bemessung von CPS 1 in humanem Serum/Plasma wurde bis- 
lang nicht beschrieben, weder fur Patienten mit Sepsis noch 
fur andere Krankheitsbilder . Lediglich in einem experimen- 
tellen Rattenmodell fur akute Hepatitis wurde CPS 1 in 

^ o^-aV-i **t- al 1996) . Die Verhaltnisse 
Plasma gemessen (s.o. OzaJcx ec ax., 

in der Ratte sind aber offenbar nicht mit dem Menschen ver- 
gleichbar, derm in der genannten Verof f entlichung wurden 
bereits fur gesunde Tiere CPS-Konzentrationen von 1-2 /xg/ml 
detektiert, wahrend die hierin beschriebenen Messungen von 
humanen Plasmen Gesunder durch die Anmelderin Werte un- 
terhalb der Nachweisgrenze (abgeschatzt ca. 0.5 ng/ml) 
erbrachten . 

Uberraschenderweise zeigte sich fur Sepsispatienten eine 
massive Erhohung der CPS 1 Immunreaktivitat in Plasma. Es 
' ist bekannt, dafi bei der Sepsis eine Schadigung der Mxto- 
chondrien eintritt (Crouser ED et al., Endotoxin- induced 
mitochondrial damage correlates with impaired respiratory 
activity; Crit Care Med. 2002 Feb; 30 (2) : 276-84) . Eine der- 
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artige Schadigung in Verbindung tnit Nekrose oder Apoptose 
konnte Ursache des Ubertritts von CPS 1 aus der mitochon- 
drialen Matrix in die Blutzirkulation sein. Da CPS 1 nahezu 
ausschlieSlich in der Leber exprimiert wird und dort einen 
erheblichen .Teil des gesamten loslichen Proteins ausmacht, 
konnte die Bemessung von CPS 1 in besonderer Weise geeignet 
sein, um Schadigungen der Leber bei der schweren Sepsis oder 
anderen Zusammenhangen, z.B. im Rahmen eines Multiorganver- 
sagens, anzuzeigen. 

Die Bestimmung von CPS 1 bzw. CPS 1-Immunreaktivitat kann 
somit neben einer Bestimmung im Zusammenhang mit Diagnose, 
Monitoring, Prognose von Sepsis allgemein insbesondere auch 
fur Diagnose, Monitoring, Prognose des Leberver sagens xm 
Rahmen eines Multiorganversagens oder fur Bestimmungen xm 
Zusammenhang mit entzundlichen und anderen Lebererkrankungen 
erfolgen. 

Die der vorliegenden Erfindung zugrunde liegenden Erkennt- 
nisse uber das Auftreten erheblioher Konzentrationen von CPS 
1 in der Zirkulation von Patienten mit schweren Erkrankungen 
wie Sepsis und schweren Lebererkrankungen lassen es als 
moglich erscheinen, dass CPS 1 auch in geloster Form wenxg- 
stens Teile seiner Enzymreaktivitat behalten hat und zur 
Verscharfung der Erkrankung und/oder zu bestimmten uner- 
wunschten Krankheitsf olgen beitragt . Daraus ergibt sxch, 
dass an sich bekannte Substanzen, die die Expression oder 
die enzymatische Wirkung von CPS 1 inhibieren. Derartxge 
Substanzen sind z.B. beschrieben in J Steroid Biochem Mol 
Bio 1991 May; 38(5) : 599-609; J Biol Chem 1977 May 25; 
252(10) :3558-60; J Biol Chem 1984 Jan 10; 259 (1) : 323-31 und 
j Biol Chem 1981 Nov 10; 256 (21) : 11160-5; J Biol Chem 1981 
Apr 10- 256(7) :3443-6. Zu ihnen gehoren insbesondere Ca- 
lonen und andere Metallionen und Substanzen vom" Steroxdtyp. 
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Patent anspruche 

l" Verwendung der Carbamoylphosphat Synthetase (CPS '!) und 
ihrer Fragmente als Markersubstanz zum diagnostischen Nach- 
weis und fur die Verlaufsprognose sowie die Verlauf skon- 
trolle von Entzundungen und Infektionen sowie fur Diagnose, 
Monitoring, Prognose des Leberversagens im Rahmen eines Mul- 
tiorganversagens oder fur Bestimmungen im Zusammenhang mxt 
entzundlichen Lebererkrankungen . 

2 verwendung von Amino sauresequenz en des N-terminalen 
Tells der Carbamoylphosphat Synthetase (CPS 1; SEQ ID NO: 6) 
als Markerpeptide zum diagnostischen Nachweis und fur die 
Verlaufsprognose sowie die Verlauf skontrolle von Entzun- 
dungen und Infektionen. 

3 verwendung von CPS 1 oder CPS 1-Fragmenten nach An- 
spruch 2 im Rahmen der dif f erentialdiagnostischen Fruherken- 
nung und Erkennung fur die Verlaufsprognose, die Beurteilung 
des schweregrads und fur die therapiebegleitende Verlaufs- 
beurteilung von Sepsis und schweren Infektionen, insbeson- 
dere sepsisahnlichen systemischen Infektionen, durch Bestxm- 
mung des Auftretens und/oder der Menge von loslxchen CPS 1- 
Fragmenten in einer biologischen Flussigkeit eines Patien- 
ten. 

4 Verwendung von CPS 1 nach Anspruch 1 im Rahmen der 
differentialdiagnostischen Fruherkennung und Erkennung fur 
die Verlaufsprognose,- die Beurteilung des Schweregrads und 
fur die therapiebegleitende Verlauf sbeurteilung von Sepsxs 
und schweren Infektionen, insbesondere sepsisahnlxchen 
systemischen Infektionen, durch Bestimmung des Auftretens 
und/oder der Menge von CPS 1 in einer biologischen Flussxg- 
keit eines Patienten. 

5 . verwendung nach einem der Anspruche 2 oder 3 von CPS 1- 
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Fragmenten, die einer Sequenz von mindestens 6 Aminosauren 
aus dem die Aminosauren 1 bis ca. 63 0 der vollstandigen CPS 
1-Sequenz (SEQ ID NO: 6) umfassenden N-terminalen Teil der 
CPS 1-Sequenz entsprechen. 

6. Verwendung nach einetn der Anspriiche 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, dass die CPS 1-Fragmente ausgewahlt sind aus 
Fragmenten mit einer gelelektrophoretisch bestimmten molaren 
Masse von 68 bis 70 kDa ± 3 kDa und isoelektrischen Punkten 
in einem Bereich von 5,5 bis 6,1. 

7 verfahren zur dif f erentialdiagnostischen Fruherkennung 
und Erkennung, fur die Verlauf sprognose und die Beurteilung 
des Schweregrads und zur therapiebegleitenden Verlauf sbeur- 
teilung von Sepsis und schweren Infektionen, insbesondere 
sepsisahnlichen systemischen Infektionen, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass man die Anwesenheit und/oder Menge von CPS 1 
und/oder von CPS 1-Fragmenten aus dem N-terminalen Teil der 
CPS 1 in einer biologischen Flussigkeit eines Patienten 
bestimmt und aus dem Nachweis und/oder der Menge von CSP 1 
oder mindestens einem der bestimmten Fragmente Schlusse 
hinsichtlich des Vorliegens, des zu erwartenden Verlauf s, 
des Schweregrads oder des Erfolgs eines Therapie einer 
Sepsis oder Infektion zieht. 

8 Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
die zur Bestimmung genutzten CPS 1-Seguenzen Sequenzen von 
Fragmenten aus einem die Aminosauren 1 bis ca. 630 der voll- 
standigen CPS 1-Sequenz (SEQ ID NO:6) umfassenden N-termxna- 
len Teil der CPS 1 sind. 

9 . Verfahren nach Anspruch 7 oder 8 , dadurch gekennzeich- 
net dass die bestimmte CPS 1-Immunreaktivitat Plasmabe- 
standteileri mit einer gelelektrophoretisch bestimmten mola- 
ren Masse von 200 kDa ± 50 kDa und/oder Bestandteilen mxt 
einer molaren Mase von 68 bis 70 kDa ± 3 kDa und isoelektri- 
schen Punkten in einem Bereich von 5,5 bis 6,1 zugeordnet 
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werden kann 
10. 



10 verfahren nach einem dar Msprtcta 7 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet, dass. die bestimmten CPS l- Fragment e, oder 
die Assayzwecke genutzten Fragmente. solche ™anta sind 
diewenigstens 2 Aminosaure-Teilseguenzen gemaG SEQ ID NO:l, 
SEQ ID NO=2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4 und/odex SEQ ID 
SEQ ID NO: 7 Oder SEQ ID NO: 8 enthalten . 

11 Verfahren nach einem der Ansprttche 7 bia 10, daduroh 
gekennzeichnet, dasa es ein immundiagnostisches Bestimmungs- 
verfahren ist. 

12 verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch 
gekennzeichnet, dass Bestimmung der loslichen CPS 1 oder der 
CPS 1-Fragmente indirekt ale Bestimmung einer zugehorrgen 
CPS 1-mRNA Oder ala Bestimmung der CPS l-Enzymaktivitat er- 
f olgt . 

13 verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 12, dadurch 
gekennzeichnet, dass es im Rahmen einer Multiparas -tar-Be- 
etimmung durchgefuhrt wird. bei der glaichzeitig mindestens 
ein weiterer Sepsisparameter bestimmt wird und em 
Irgebnis in Form eines Satzes von mindestens zwer Messgrofien 
gewonnen wird, der zur Sepsis-Feindiagnostik ausgewertet 



wird 
14 



14 verfahren nach Anspruch 13, dadurch gekennzeichnet, 
dass im Rahmen der Multiparamatar-Beatimmung naben ™' 
atens einem CPS 1-Fragment wenigstens . ein weiterer Parameter 
bestimmt wird, der ausgewahlt ist aus der Gruppe die be- 
steht aus Procalcitonin, CA 19-9, CA 12S, S100B, S10OA- 
Proteinen, loslichen Cytokeratin-Fragmenten, insbesondere 
CYFRA 21, TPS und/oder 16slichen cytokeratin-l-Fragmenten 
(SCY1F) den Peptiden Inflammin, CHP, LASP-1 sowie Peptid- 
Prohormon-lmmunreaktivitat und dem C-reaktiven Protein 

(CRP) . 
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15. Verfahren nach Anspruch 13 . oder 14, dadurch gekennzeic- 
hnet,.dass die Multiparameter-Bestimmung als S imultanbe stint - 
mung mittels. einer Chiptechnologie-Messvorrichtung oder 
einer immunchromatographischen Messvorrichtung erf olgt . 

16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet , 
dass die Auswertung des mit der Messvorrichtung gewonnenen ■ 
komplexen Messergebnisses mit Hilfe eines Cotnputerprogramms 
erf olgt . 

17. Verwendung von CPS 1-Inhibitoren zur Herstellung von 
Medikamenten zur Behandlung von Sepsis und schweren Lber- 
erkrankungen . 
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SEQUENCE LISTING 



<110> B.R.A.H.M.S Aktiengesellschaft 

<120> Verwendungen der Carbamoylphosphat Synthetase 1 (CPS 1) 
<12 0> ^^ rer g Fragmente fur die Diagnose von 
Entzundungserkrankungen und Sepsis 

<130> 3695PCT AS 



<140> 
<141> 

<150> 02008841.5 EP 
<151> 2002-04-19 

<160> 8 

<170> Patentln Ver. 2.1 



<210> 1 
<211> 11 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 

Gtylll Asn Gin Pro Val Leu Asn He Thr Asn 
~\ 5 



<210> 2 
<211> 7 

<212> PRT _ 
<213> Primat (Pavian) 



<400> 2 -n 

Asn Gin Pro Val Leu Asn He 
1 5 



<210> 3 
<211> 13 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 




<210> 4 
<211> 4 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 
<400> 4 

Thr Ala His He 
1 
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<2X0> 5 
<211> 12 
<212> PRT 

<213> Primat (Pavian) 
<400> 5 

Ala Phe Ala Met Thr Asn 
1 5 



Gin He Leu Val Glu Lys 
10 



<210> 6 
<211> 1500 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 



M^Thr Arg lie Leu Thr Ala Phe Lys Val Val Arg Thr Leu Lys Thr 

1 5 10 " 

Gly Phe Gly Phe Thr Asn Val Thr Ala His Gin Lys Trp Lys Phe Ser 



Arg Pro Gly He Arg Leu Leu Ser Val Lys Ala Gin Thr Ala His He 

Val Leu Glu Asp Gly Thr Lys Met Lys Gly Tyr Ser Phe Gly His Pro 

50 55 
Ser Ser Val Ala Gly Glu Val Val Phe Asn Thr Gly Leu Gly Gly Tyr 

65 ^ ^ 

Pro Glu Ala He Thr Asp Pro Ala Tyr Lys Gly Gin He Leu Thr Met 

85 90 
Ala Asn Pro He He Gly Asn Gly Gly Ala Pro Asp Thr Thr Ala Leu 

100 105 
Asp Glu Leu Gly Leu Ser Lys Tyr Leu Glu Ser Asn Gly He Lys Val 
115 120 



Ser Gly Leu Leu Val Leu Asp Tyr Ser Lys Asp Tyr Asn His Trp Leu 

130 135 
Ala Thr Lys Ser Leu Gly Gin Trp Leu Gin Glu Glu Lys Val Pro Ala 

He Tyr Gly Val Asp Thr Arg Met Leu Thr Lys He He Arg Asp Lys 

165 170 
Gly Thr Met Leu Gly Lys He Glu Phe Glu Gly Gin Pro Val Asp Phe 
180 1Bb 

v.1 Asp Pro Asn Lys Sin Asn Leu lie Ala olu Val Ser Thr I,ys Asp 

195 ^ ou 
Val Lys Val Tyr Gly Lys Gly Asn Pro Thr Lys Val Val Ala Val Asp 

210 215 
Cys Gly He Lys Asn Asn Val He Arg Leu Leu Val Lys Arg Gly Ala 
225 230 

Glu Val His Leu Val Pro Trp Asn His Asp Phe Thr Lys Met Glu Tyr 
245 

Asp Gly He Leu He Ala Gly Gly Pro Gly Asn Pro Ala Leu Ala Glu 



260 
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p r<J Leu lie Gin - Val & «» <*» 53 " 9 

275 

T Q ,i tt p Thr Gly Leu Ala Ala 
T ,„ c „_ m^,-. Glv Asn Leu lie i" 1 
Pro Leu Phe Gly He Ser Thr Gxy 3Q0 

Gly Ta L y s ™ * M, t « Met Ala » Ar g «T - Asn - 

305 , ,t ni,-. tip Thr Ala Gin Asn 

tip Thr Asn Lys Gin Ala Phe He inr 
pro Val Leu Asn lie Tnr Asn uy ^ q 335 

His Gi y *y* S ; -» "» - SS KO ^ & ^ 

Phe val 111 « »p «- - 116 55 HlB Glu ser 

Lya Pro pII « Ala vel Gin - His Pro Glu val Tnr Pro Gl y Pro 
g. Hp *nr Glu Tyr Leu - Asp Ser Pne P*e Ser - lie Lys 

a* tip Thr Ser Val Leu Pro Lys Pro Ala Leu Val 
Gly Lys Ala Tnr Thr He Thr Ser vax 415 
405 

to ser «, - Glu val ser Lys -X Leu He Leu Gly ser Gly GXy 
420 

_ Ser XX. Gly Gin Ala Gly Glu Pn. Asp Tyr »- «g ~ «» ^ 
vax Lys HI Met Lys Glu Glu » V.X L y s Tnr v.l « Met Asn «o 

450 

, r=1 r n v T,eu Lys Gin Ala Asp 
Asn He Ala Ser Val Gin Thr Asn Glu Val Gly 

465 ,., rpuv Pro Gin Phe Val Thr Glu Val He 

Thr Val Tyr Phe Leu Pro He Thr Pro Gin Ph ^ 
485 

Lys Ala Glu Gin Pro Asp «r Leu xle Leu OX y Met Gl y «y Gin T*r 
* 500 

, , tx^ q t v « arc Gly Val Leu Lys Glu 
Ala Leu Asn Cys Gly Val Glu Leu Phe Lys Arg y ^ 

^ ^ qer val Glu Ser He Met Ala Thr 
Tyr Gly Val Lys Val Leu Gly Thr Ser Val G ^ 

530 535 ^ T „ c 

«v. cpr aso Lvs Leu Asn Glu He Asn Glu Lys 
Glu Asp Arg Gin Leu Phe Ser Asp Lys u ^ 560 

550 

, TXe Glu Rap Ala Leu Lys Ala 

He Ala Pro ser Phe Ala val Olu sar II. Glu A P ^ 

^ Asp Tor Xle Z Tyr Pro Val Met Xla Ar g Ser Ala Tyr Ala Leu 
Gly Gl y Leu Hi Ser Gly xla Cys Pro Asn Ar, Glu ^ Lau M e t Asp 
« sar Hi Lys Ala P„s Ala M a t ^ Asu Glu Xla Lau val Glu Lys 
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Ser Val Thr Gly Trp Lys Glu lie Glu Tyr Glu Val Val Arg Asp Ala 
625 630 635 640 

Asp Asp Asn Cys Val Thr Val Cys Asn Met Glu Asn Val Asp Ala Met 
645 650 6 " 

Gly Val His Thr Gly Asp Ser Val Val Val Ala Pro Ala Gin Thr Leu 

665 ' 670 



660 



Ser Asn Ala Glu Phe Gin Met Leu Arg Arg Thr Ser lie Asn Val Val 
675 680 685 

Ara His Leu Gly He Val Gly Glu Cys Asn He Gin Phe Ala Leu His 
690 695 700 

Pro Thr Ser Met Glu Tyr Cys He He Glu Val Asn Ala Arg Leu Ser 
705 710 715 720 

Arg Ser Ser Ala Leu Ala Ser Lys Ala Thr Gly Tyr Pro Leu Ala Phe 
725 730 735 

He Ala Ala Lys He Ala Leu Gly He Pro Leu Pro Glu He Lys Asn 
740 745. 750 

Val Val Ser Gly Lys Thr Ser Ala Cys Phe Glu Pro Ser Leu Asp Tyr 
755 760 765 

Met Val Thr Lys He Pro Arg Trp Asp Leu Asp Arg Phe His Gly Thr 
770 775 780 

Ser Ser Arg He Gly Ser Ser Met Lys Ser Val Gly Glu Val Met Ala 
785 790 795 800 

He Gly Arg Thr Phe Glu Glu Ser Phe Gin Lys Ala Leu Arg Met Cys 
805 810 »15 

His Pro Ser He Glu Gly Phe Thr Pro Arg Leu Pro Met Asn Lys Glu 
820 825 830 

Trp Pro Ser Asn Leu Asp Leu Arg Lys Glu Leu Ser Glu Pro Ser Ser 
835 840 845 

Thr Arg He Tyr Ala He Ala Lys Ala He Asp Asp Asn Met Ser Leu 
850 855 860 

Asp Glu He Glu Lys Leu Thr Tyr He Asp Lys Trp Phe Leu Tyr Lys 
865 870 875 880 

Met Arg Asp He Leu Asn Met Glu Lys Thr Leu Lys Gly Leu Asn Ser 
885 890 895 

Glu Ser Met Thr Glu Glu Thr Leu Lys Arg Ala Lys Glu He Gly Phe 
900 905 910 

Ser Asp Lys Gin He Ser Lys Cys Leu Gly Leu Thr Glu Ala Gin Thr 
915 920 925 

Arg Glu Leu Arg Leu Lys Lys Asn He His Pro Trp Val Lys Gin He 
930 ~ 935 940 

Asp Thr Leu Ala Ala Glu Tyr Pro Ser Val Thr Asn Tyr Leu Tyr Val 
945 950 955 960 

Thr Tvr Asn Gly Gin Glu His Asp Val Asn Phe Asp Asp His Gly Met 
965 970 975 
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Met Val Leu Gly Cys Gly Pro Tyr His lie Gly Ser Ser Val Glu Phe 
980 985 990 

Asp Trp Cys Ala Val Ser Ser He Arg Thr Leu Arg Gin Leu Gly Lys 
995 1000 1005 

Lvs Thr Val Val Val Asn Cys Asn Pro Glu Thr Val Ser Thr Asp Phe 
1010 1015 1020 

Asp Glu Cys Asp Lys Leu Tyr Phe Glu Glu Leu Ser Leu Glu Arg lie 
1025 1030 1035 1040 

Leu Asp He Tyr His Gin Glu Ala Cys Gly Gly Cys He He Ser Val 
1045 1050 lObb 

Glv Gly Gin He Pro Asn Asn Leu Ala Val Pro Leu Tyr Lys Asn Gly 
Y ^ 1060 1065 1070 

Val Lys He Met Gly Thr Ser Pro Leu Gin He Asp Arg Ala Glu Asp 
1075 " 1080 1085 

Arcr Ser He Phe Ser Ala Val Leu Asp Glu Leu Lys Val Ala Gin Ala 
1090 1095 HOO 

Pro Trp Lys Ala Val Asn Thr Leu Asn Glu Ala Leu Glu Phe Ala Lys 
1105 HIO H 15 1120 

Ser Val Asp Tyr Pro Cys Leu Leu Arg Pro Ser Tyr Val Leu Ser Gly 
1125 H30 H35 

Ser Ala Met Asn Val Val Phe Ser Glu Asp Glu Met Lys Lys Phe Leu 
1140 H45 H50 

Glu Glu Ala Thr Arg Val Ser Gin Glu His Pro Val Val Leu Thr Lys 
1155 H60 H65 

Phe Val Glu Gly Ala Arg Glu Val Glu Met Asp Ala Val Gly Lys Asp 
H70 * 1175 H80 

Gly Arg Val He Ser His Ala He Ser Val Glu Asp Ala^Gly 

Val His Ser Gly 'Asp Ala Thr Leu Met Leu Pro Thr Gin Thr lie Ser 
1205 1210 1215 

Gin Gly Ala He Glu Lys Val Lys Asp Ala Thr Arg Lys He Ala Lys 
y 1220 1225 1230 

Ala Phe Ala He Ser Gly Pro Phe Asn Val Gin Phe Leu Val Lys Gly 
1235 1240 1245 

Asn Asp Val Leu Val He Glu Cys Asn Leu Arg Ala Ser Arg Ser Phe 
1250 1255 • 1260 

Pro Phe Val Ser Lys Thr Leu Gly Val Asp Phe He Asp Val Ala Thr 
1265 1270 1275 1280 

Lvs Val Met He Gly Glu Asn Val Asp Glu Lys His Leu Pro Thr Leu 
1285 1290 1295 

Asd His Pro He He Pro Ala Asp Tyr Val Ala He Lys Ala Pro Met 
* 1300 1305 1310 

Phe Ser Trp Pro Arg Leu Arg Asp Ala Asp Pro He Leu Arg Cys Glu 
1315 1320 1325 
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Met Ala .Ser Thr Oly Glu Val Ala Cys Phe Gly Glu Gly He His Thr 

1330 1335 
Ala Phe Leu Lys Ala Met Leu Ser Thr Gly Phe Lys He Pro Ola g. 
1345 I 350 • . 1355 

Gly lie Leu He Gly He Gin Gin Ser Phe Arg Pro Arg Phe Leu Gly 

1365 1370 
Val Ala Glu Gin Leu His Asn Glu Gly Phe Lys Leu Phe Ala Thr Glu 

1380 1385 
Ala Thr Ser Asp Trp Leu Asn Ala Asn Asn Val Pro Ala Thr Pro Val 

1395 1400 
Ala Trp Pro Ser Gin Glu Gly Gin Asn Pro Ser Leu Ser Ser He Arg 

1410 1415 " 

Lys Leu He Arg Asp Gly Ser He Asp Leu Val He Asn Leu Pro^Asn 
1425 I 430 1435 

Asn Asn Thr Lys- Phe Val His Asp Asn Tyr Val He Arg Argjhr Ala 
1445 14bU 

val Asp ser Gly He Pro Leu Leu Thr Asn Phe Gin val Thr Lys Leu 

146 0 146b 
Phe Ala Glu Ala Val Gin Lys Ser Arg Lys Val Asp Ser Lys Ser Leu 
1475 1480 

Phe His Tyr Arg Gin Tyr Ser Ala Gly Lys Ala Ala 
1490 1495 



<210> 7 
<211> 17 
<212> PPT 

<213> Artificial Sequence 

<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic 
Peptide 

Cys°Glu Phe Glu Gly Gin Pro Val Asp' Phe Val Asp Pro Asn Lys Gin 
x 5 10 

Asn 



<210> 8 
<211> 14 
<212> PRT 

<213> Artificial Sequence 
<220> 



<223> Description of Artificial Sequence: Synthetic 
Peptide 



Ss°val Pro Trp Asn His Asp Phe Thr Lys Met Glu Tyr Asp 
1 ^ 
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